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Выявление токсического воздействия тяжёлых металлов
на фитопланктон с помощью нейросетевого анализа 
индукционных кривых флуоресценции хлорофилла
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В настоящее время получают распространение методы выявления плохо формализуемых закономерностей 
в экспериментальных данных с помощью нейросетевых моделей. В данной работе разработан прототип нейросетевой 
модели для выявления действия тяжёлых металлов на фитопланктон по изменению формы индукционной 
кривой флуоресценции хлорофилла (OJIP кривой), которая может быть использована в автоматической системе 
биоиндикации состояния водоёмов. Предложенная модель апробирована на природном фитопланктоне из 9 водоёмов 
Псковской области, который подвергли долгосрочному воздействию солей кадмия и хрома (20 и 50 мкМ CdSO

4
 

и K
2
Cr

2
O

7
) в лабораторных условиях. Модель позволяет выявить токсическое действие тяжёлых металлов с точностью 

до 90%, что указывает на перспективность применения данного подхода в экологическом мониторинге.
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Heavy metal toxicity detection in phytoplankton 
by using neural network analysis 

of chlorophyll fluorescence induction
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Application of artificial neural networks for identifying poorly formalized patterns in experimental data become 
widespread nowadays. In the present work, we elaborated a prototype of a model for detection of water contamination 
by heavy metals. The model is a fully connected neural network (multilayer perceptron) designed by using the Python 
programming language and the TensorFlow software (Keras). It is intended for application in environmental monitoring 
of natural water bodies using chlorophyll fluorescence measurements which are considered as highly informative ap-
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Тяжёлые металлы (ТМ) являются одними 
из распространённых загрязнителей водных 
экосистем и представляют серьёзную угрозу 
для живых организмов. Вместе со сточными 
водами ТМ попадают в водоёмы, вызывая 
интоксикацию фитопланктона, который 
является первичным продуцентом и опреде-
ляет состояние водной экосистемы в целом. 
Основной механизм токсического действия 
ТМ обусловлен ингибированием ключевых ме-
таболических процессов и деления клеток в ре-
зультате взаимодействия c SH-содержащими 
соединениями и диcульфидными группами 
белков [1].

Физиологическое состояние фитоплан-
ктона отражает активность фотосинтеза. Воз-
действие ТМ на процесс фотосинтеза сопро-
вождается снижением светопоглощательной 
способности, активности фотосинтетического 
электронного транспорта и фотофосфорилиро-
вания, скорости фиксации CO

2
 и выделения 

O
2
. Тяжёлые металлы действуют также на 

ультраструктуру хлоропластов и вызывают 
деградацию фотосинтетических пигментов 
[2, 3]. Все эти изменения в конечном итоге 
приводят к снижению первичной продукции 
водных экосистем.

В промышленных сточных водах часто 
выявляются такие ТМ, как кадмий и хром, ко-
торые являются опасными токсикантами [4]. 
Воздействуя на первичные реакции фотосин-
теза, кадмий и хром ингибируют электронный 
тpанcпоpт в фотоcиcтеме 2 (ФС2) на донорной 
и акцепторной ������������������������  c�����������������������  то���������������������  p��������������������  онах, снижают актив-
ность фотосистемы 1 (ФС1) и межсистемный 
электронный транспорт, скорость фиксации 
СО

2
 [5–7].
Для раннего выявления загрязнения во-

доёмов ТМ необходимо разработать высоко-
эффективные методы мониторинга водных 
экосистем. Флуоресценция хлорофилла может 

proach for probing photosynthetic activity in vivo and in situ. Fluorescence rise induced by application of a strong light 
pulse to the dark-adapted plant or algae (the OJIP transient) reflects a stepwise transition of the photosynthetic electron 
transport chain from the oxidized to the fully reduced state. To provide a quantitative analysis of the OJIP transient, a 
JIP test was introduced whose parameters describe energy fluxes through the photosynthetic electron transport chain. 
Our model uses OJIP transients and/or JIP-test parameters, measured in phytoplankton communities, as input data. 
As a result, it determines the probability of water pollution by heavy metals. In order to test the model, phytoplankton 
samples were taken from 9 water bodies of Pskov region and then treated with chromium and cadmium under labora-
tory conditions. For that, phytoplankton samples were exposed to cadmium and chromium salts (CdSO

4
 and K

2
Cr

2
O

7
) at 

two concentrations (20 and 50 μM) for three days, and OJIP curves were recorded and JIP-test parameters calculated at 
different stages of the experiment. In total, 419 curves were collected, and a whole dataset was analyzed. Results showed 
that accuracy of detecting the toxic effects of Cd2+ (after 2 or more hours of incubation) and Cr

2
O

7
2– (after 9 or more hours 

of incubation) by the model achieved 90%. The highly accurate determination of the toxicity of heavy metals indicates a 
promising prospect for the application of machine learning technology in environmental monitoring.

Keywords: heavy metals, aquatic ecosystems, phytoplankton, environmental monitoring, neural networks, chlo-
rophyll fluorescence, photosynthesis.

использоваться в качестве чувствительного 
индикатора состояния первичных реакций 
фотосинтеза, связанных с поглощением и пре-
образованием энергии света фитопланктоном 
[8, 9]. Разработано несколько методов оценки 
состояния фотосинтеза in situ по параметрам 
флуоресценции хлорофилла [10], в том чис-
ле по форме индукционной кривой быстрой 
флуоресценции хлорофилла с высоким вре-
менным разрешением (так называемая OJIP 
кривая) [11]. ����������������������������OJIP������������������������ кривая отражает индуци-
рованный сильным светом рост интенсивности 
флуоресценции от минимального уровня (F

0
, 

O) до полностью восстановленного состояния 
(P) через основные промежуточные этапы 
J и I [12]. Начальная фаза OJ длительно-
стью 2–3  мс соответствует восстановлению 
акцепторной стороны ФС2, в то время как 
последующая фаза JIP (150–300  мс) отра-
жает последовательное восстановление пула 
пластохинонов и ФС1. Форма OJIP кривой 
обнаружила высокую чувствительность к воз-
действию стрессовых факторов. Использова-
ние математических имитационных моделей 
[13] позволило выяснить, какие основные 
процессы соответствуют отдельным стадиям 
индукционной кривой, однако пока не су-
ществует модели, позволяющей однозначно 
интерпретировать изменения этой кривой.

Нейросетевые модели зарекомендовали 
себя в качестве эффективного инструмента 
для выявления неявных плохо формализуе-
мых закономерностей в экспериментальных 
данных. В последние десятилетия было пред-
принято несколько попыток использовать 
искусственные нейронные сети (ИНС) для 
анализа OJIP кривых. Так, в работах [14–16] 
исследовано действие стрессовых факторов 
(засуха, недостаток минерального питания) на 
параметры флуоресценции хлорофилла для 
ряда сельскохозяйственных культур и разра-
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ботаны нейросетевые модели, позволяющие 
идентифицировать фактор стресса по форме 
индукционной кривой.

Целью данной работы являлась разработка 
чувствительного метода анализа флуоресцен-
ции хлорофилла для выявления токсического 
действия тяжёлых металлов на природный 
пресноводный фитопланктон. В этой связи 
предложен и апробирован на обработанных 
солями кадмия и хрома образцах фитоплан-
ктона оригинальный метод анализа OJIP 
кривых с помощью ИНС.

Объекты и методы исследования

Отбор образцов фитопланктона. Иссле-
дования проводили осенью 2020  г. в разно-
типных водоёмах Псковской области, в том 
числе, в озёрах (Псковско-Чудском, Тёплом, 
Калацком, Лесицком, Тиглицы), дельте р. Ве-
ликой, р. Каменке и пруду р. Мирожки. Пробы 
фитопланктона объёмом 0,5 л для микроско-
пических исследований и 1–1,5 л для изуче-
ния фотосинтетической активности отбирали 
пластиковыми ёмкостями с поверхностного 
горизонта.

Обработка образцов фитопланктона. 
Образцы фитопланктона культивировали 
в колбах Эрленмейера объёмом 250 мл в лю-
миностате при интенсивности света 50 мкмоль 
фотонов/(м2 · с) с периодом освещения: 12 ч 
день: 12 ч ночь при температуре 20–22 oС. Для 
предотвращения оседания клеток и обогаще-
ния культуры углекислым газом содержимое 
колб периодически перемешивали.

В качестве токсикантов использовали соли 
кадмия (CdSO

4
) и хрома (K

2
Cr

2
O

7
). В каждую 

колбу вносили 200 мл образца фитопланктона 
и добавляли токсиканты в конечной кон-
центрации 20 и 50 мкмоль/л. Обработанные 
образцы фитопланктона инкубировали в при-
ведённых выше условиях в течение 3 сут.

Для исследования качественных и коли-
чественных характеристик фитопланктона 
пробы фиксировали 40% раствором форма-
лина, затем концентрировали до 10 мл. Иден-
тификацию микроводорослей производили 
с помощью микроскопа «Carl Zeiss Axio Lab 
A1»(Германия) и камеры Нажотта (0,05 мл); 
использовали определители, указанные в [17]. 
Численность клеток фитопланктона на 1  л 
пересчитывали по общеизвестной формуле. 
Для установления трофности водоёма вычис-
ляли индекс трофности Миллиус [18]. Индекс 
сапробности рассчитывали по Пантле-Букк  
в модификации Сладечека [19].

Измерение OJIP кривых. Кинетику све-
товой индукции флуоресценции хлорофилла 
(OJIP-кривые) регистрировали с помощью 
флуориметра «AquaPen-C AP-C 100» (Photon 
System Instruments, Brno, Чехия). Флуорес-
ценцию индуцировали красным светом с дли-
ной волны 630 нм в течение 2 с при плотности 
потока квантов 1000 мкмоль фотонов/(м2 · с). 
Сигнал флуоресценции хлорофилла детекти-
ровался PIN-фотодиодом со светофильтром 
(667–750 нм) и максимальной чувствительно-
стью в диапазоне флуоресценции хлорофилла а. 
Перед измерениями образцы фитопланктона 
адаптировали к темноте в течение 10 мин. 

Анализ параметров флуоресценции хло-
рофилла с помощью нейронных сетей. Для 
выявления токсического действия солей ТМ 
на природный фитопланктон был создан ряд 
полносвязных нейросетевых моделей с прямой 
связью (многослойный персептрон) с исполь-
зованием языка программирования Python  
и пакета ���������������������������������    TensorFlow�����������������������     (���������������������   Keras����������������   ). Во всех моде-
лях выходной слой состоял из единственного 
нейрона с сигмоидной функцией активации, 
выход которого интерпретировался как пред-
сказание наличия (≥  0,5) или отсутствия 
(< 0,5) токсического действия.

В качестве входных данных модели ис-
пользовали либо величины интенсивности 
флуоресценции в отдельные моменты времени 
(30  мкс – 2  с) после включения света (456 
значений – модели типа «������������������C�����������������»), либо 23 пара-
метра так называемого �����������������������JIP��������������������-теста [11], рассчи-
танных по индукционной кривой с помощью 
программного обеспечения, встроенного во 
флуориметр «AquaPen-C AP-C 100» (модели 
типа «�����������������������������������J����������������������������������»). Исходные данные нормализовыва-
ли таким образом, чтобы среднее по выборке 
значение каждого параметра было равно 0, 
а дисперсия – 1. В качестве целевой функ-
ции при обучении моделей использовали 
перекрёстную энтропию между фактическим 
наличием токсического действия и предска-
занием модели. Обучение моделей проводили 
стохастическим методом адаптивной оценки 
моментов (Adam) в течение 200 эпох пакета-
ми по 10 образцов.

Оценку точности предсказаний модели 
проводили методом скользящего контроля, ре-
ализованным с использованием пакета scikit-
learn. Весь набор данных разбивался на 10 вы- 
борок одинакового размера с одинаковым 
соотношением контрольных и подвергшихся 
токсическому воздействию образцов, после 
чего каждая из 10 выборок использовалась для 
определения точности предсказания модели, 
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для обучения которой использовали остальные 
9 выборок. Полученные результаты усредняли.

Были исследованы модели с разным чис-
лом скрытых слоёв (от 0 до 2 слоёв с актива-
цией типа RELU) и разным числом нейронов 
в скрытых слоях. Показано, что точность 
предсказания модели с одним скрытым слоем 
существенно выше по сравнению с моделью 
без скрытых слоёв, однако добавление до-
полнительных слоёв не увеличивает точность 
предсказания. Оптимальное число нейронов 
в скрытом слое было определено равным 8, 
использование меньшего числа нейронов 
приводило к уменьшению точности предска-
зания модели, в то время как использование 
большего – не увеличивало точность.

Результаты и обсуждение

Общая характеристика фитопланктона. 
Максимальное видовое богатство фитоплан-
ктона наблюдалось в пруду р. Мирожки и 
в открытой части Тёплого озера: по 84 таксона 
рангом ниже рода, минимальное – в озере Ка- 
лацкое – 47 (табл. 1). Основу флористиче-
ского комплекса в исследованных водных 
объектах составляли представители отделов 
Bacillariophyta, Chlorophyta и Cyanobacteria, 
кроме пруда р. Мирожки, где вместо циано-

бактерий в видовом отношении доминировали 
эвгленовые водоросли. Общая численность 
осеннего фитопланктона изменялась от 1,8 до 
73,0 млн кл./л. Наибольший вклад в числен-
ность вносили цианобактерии, доля которых 
(по количеству клеток) составляла 10,7–91,0% 
в зависимости от водоёма. Общая биомасса 
фитопланктона лежала в пределах 0,3–3,1 г/м3. 
Основу биомассы составляли диатомовые во-
доросли – до 73,4%. Согласно индексам троф-
ности Миллиус, воды дельты р. Великой и Чуд-
ского озера относились к олиготрофному типу, 
а воды остальных исследованных водоёмов –  
к мезотрофному (табл. 1). Индекс сапробности 
по Пантле-Букк колебался от 1,65 до 2,32, что 
указывает на III класс качества изучаемых 
акваторий (умеренно загрязнённые).

Начальные значения максимального 
квантового выхода фотохимического преобра-
зования энергии в ФС2 ��������������������FV/FM��������������� во всех образ-
цах фитопланктона были достаточно низкими 
(0,4–0,5, табл. 1) по сравнению со значениями, 
наблюдаемыми в оптимальных условиях роста 
(около 0,7). Это отражает низкую активность 
фитопланктона в период осенней депрессии. 
Частично низкие значения FV/FM могут быть 
обусловлены присутствием цианобактерий 
в образцах, доля которых в видовом составе 
составляла около 20%.

Рис. Индукционные кривые флуоресценции хлорофилла (OJIP кривые) в исследованных образцах 
фитопланктона. Показаны кривые, усреднённые по всем измерениям для всех исследованных проб 

при сроках инкубации от 9 до 71 ч в контроле (1), при действии CdSO
4
 (2) и K

2
Cr

2
O

7
 (3)

Fig. Induction curves of chlorophyll fluorescence (OJIP curves) of phytoplankton samples. Curves are 
averaged over all experiments for all samples: control (1), exposed to CdSO

4
 (2), exposed to K

2
Cr

2
O

7
 (3)
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Анализ токсического воздействия 
кадмия и хрома на параметры флуорес-
ценции фитопланктона. Усреднённые 
по всему эксперименту ����������������  OJIP������������   кривые, со-
ответствующие контрольным образцам 
фитопланктона и образцам, обработанным 
солями кадмия и хрома, приведены на 
рисунке. В контроле кривая характери-
зовалась двумя основными фазами ин-
дукции флуоресценции хлорофилла (OJ  
и �����������������������������������������IP���������������������������������������), в то время как фаза ����������������JI�������������� была в значи-
тельной степени подавлена, что отражает 
нарушение баланса между реакциями фото-
синтетического электронного транспорта.

Такая форма кривой может отражать 
снижение активности ФС2 в период осенней 
депрессии фитопланктона, как упоминалось 
выше. Воздействие кадмия и хрома приводило 

Таблица 2 / Table 2
Точность выявления токсического действия разных концентраций CdSO

4
 и K

2
Cr

2
O

7
 

и отсутствия токсического действия в контроле для нейросетевых моделей
Precision of detecting toxic effects of different concentrations of CdSO

4
 and K

2
Cr

2
O

7
 

and the absence of toxic effects in the control for neural network models

Токсикант
Toxicant

Время  
инкубации,ч

Incubation 
time, h

Концентрация  
токсиканта, мкМ

Toxicant 
concentration, µM

Число  
измерений
Number of 

measurements

Точность, %
Precision, %

C1 C2 J1 J2

CdSO
4

2–8 20 14 87 79 79 71
50 14 93 79 93 100

9–23 20 9 100 100 89 89
50 9 100 100 89 89

24–47 20 27 93 85 93 96
50 28 93 86 79 82

48–71 20 18 83 94 78 78
50 17 88 82 88 88

K
2
Cr

2
O

7
2–8 20 14 43 0* 64 14*

50 14 64 0* 64 14*
9–23 20 9 100 100 78 78

50 9 100 100 100 100
24–47 20 27 89 89 89 85

50 27 100 100 100 96
48–71 20 17 94 94 88 88

50 16 100 100 94 100
Контроль
Control

0–8 – 47 94 100 81 91
9–23 – 17 82 94 71 94

24–47 – 51 80 86 84 92
48–71 – 35 66 71 71 83

Примечание: Данные сгруппированы по продолжительности инкубации проб с токсикантом. Приведено 
общее число экспериментов и доля правильных предсказаний нейросетевой модели при использовании плавающего 
контроля (перекрёстной проверки). * – Оценка получена с помощью модели, для обучения которой использовались 
все экспериментальные данные, кроме образцов, инкубированных с добавлением K

2
Cr

2
O

7
 в течение 2–8 ч.

Note: The data are grouped according to the duration of incubation of samples with a toxicant. The total number of 
experiments and the proportion of correct predictions of the neural network model are shown using floating control (cross 
validation). * – The estimate was obtained using a model, which training was conducted excluding samples incubated with 
K

2
Cr

2
O

7
 for 2–8 hours.

к снижению амплитуды максимальной пере-
менной флуоресценции ОР и вклада фазы JIP 
в переменную флуоресценцию, что свидетель-
ствует об уменьшении доли активных центров 
ФС2. Выявленное действие кадмия и хрома на 
ФС2 в образцах фитопланктона соответствует 
литературным данным [5, 20]. При этом воз-
действие хрома на параметры кривой было 
более выраженным по сравнению с кадмием, 
свидетельствуя о более сильном ингибиторном 
эффекте.

Для обучения нейросетевой модели из экс-
периментальных данных был сформирован на-
бор, включающий 150 контрольных образцов 
со временем инкубации в колбах от 0 до 71 ч, и 
269 образцов, инкубированных в присутствии 
токсикантов (CdSO

4
 – 136, K

2
Cr

2
O

7
 – 133) от 

2 до 71 ч. Средняя точность выявления на-
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личия либо отсутствия токсического действия 
ТМ составила 83,5±8,7% для модели, исполь-
зующей в качестве входных данных величины 
интенсивности флуоресценции (модель C1), 
и 86,9±7,1% – для модели, использующей 
параметры JIP-теста (модель J1). В таблице 2 
приведена точность выявления токсического 
действия в зависимости от вида токсиканта, его 
концентрации и продолжительности инкуба-
ции. Видно, что действие CdSO

4
 эффективно 

выявляется уже после 2 ч инкубации, в то вре-
мя как достоверное выявление токсического 
действия K

2
Cr

2
O

7
 возможно только после ин-

кубации продолжительностью 9 и более часов. 
Количество ложноположительных результатов 
для контрольных образцов возрастает с уве-
личением времени инкубации в колбах, что, 
вероятнее всего, связано с развитием у части 
образцов стресса, связанного с переносом из 
природной среды в лабораторные условия.

Исходя из полученных результатов, мы 
исключили из обучающего набора данных 
образцы, инкубированные с добавлением 
K

2
Cr

2
O

7
 в течение 2–8  ч. Средняя точность 

выявления наличия либо отсутствия токсиче-
ского действия ТМ для моделей, обученных с 
использованием этого набора, возросла и со-
ставила 89,5±4,3% для модели, использующей 
величины интенсивности флуоресценции (мо-
дель ��������������������������������������C�������������������������������������2), и 89,5±5,4% – для модели, исполь-
зующей параметры JIP-теста (модель J2). Это 
увеличение точности связано с уменьшением 
количества ошибок первого рода (ошибочного 
выявления токсического действия для кон-
трольных образцов), и оно сопровождается 
снижением чувствительности моделей при 
выявлении действия K

2
Cr

2
O

7
 на начальных 

стадиях.
Точность моделей ������������������������C�����������������������2 и �������������������J������������������2 одинакова, одна-

ко распределение ошибок для них несколько 
различается. Доля ошибок второго рода (то 
есть ошибочного невыявления токсического 
действия) для моделей типа «C» несколько 
меньше, чем для моделей типа «J». Это может 
быть связано с тем, что при расчёте параме-
тров JIP-теста происходит частичная потеря 
информации о форме индукционной кривой, 
в результате чего специфичность модели к 
выявлению токсического стресса на фоне 
проявлений действия стрессовых факторов 
иной природы может снижаться. Однако чис-
ло обучаемых параметров в модели типа «J» 
значительно меньше по сравнению с типом «C» 
(225 против 3665), поэтому для обучения мо-
дели типа «J» требуется значительно меньшая 
обучающая выборка.

Заключение

Разработан прототип нейросетевой моде-
ли, предназначенной для выявления токси-
ческого стресса в клетках фитопланктона по 
параметрам индукционной кривой флуорес-
ценции хлорофилла. Для обучения модели 
использованы экспериментальные данные 
по действию солей кадмия и хрома на при-
родный фитопланктон из 9 водоёмов Псков-
ской области. Созданная модель позволяет 
выявить токсическое действие ТМ с точностью 
около 90%, что показывает перспективность 
её использования в системе экологического 
мониторинга. По мере накопления экспери-
ментальных данных по действию различных 
неблагоприятных факторов на природный 
фитопланктон предполагается дальнейшее 
совершенствование данного метода и создание 
на его базе автоматизированной автономной 
системы для раннего обнаружения токсиче-
ского загрязнения природных вод.

Исследование выполнено в рамках науч-
ного проекта государственного задания МГУ 
№  121032500060-0 при частичной поддержке 
гранта РНФ № 20-64-46018 (Псковский государ-
ственный университет).
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